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ム ス カ リ ン性受 容体 を発現する N L308 紳胞 に おける
ア セ チ ル コ リ ン に よ るイ ノ シ ト ー ル 1，4， 5一 三 リ ソ酸 の
生成 お よ び 紳胞 内 Ca2 ＋ オ シ レ ー シ ョ ン
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rnl， m2， m3 お よび m4 の 四種類の ム ス カ リ ソ 性 ア セ チ ル コ リ ン 受容体 くm u s c arinic a cetylcholine re c eptor， m A C h RI
を 発現 さ せ た N L 308細胞く神経芽細胞腫 と線維芽細胞腫 と の 雑種細胞I に お い て 細胞 内 Ca
2＋ 濃度 くrCa2 ＋コiう を 測定 し ，
mA C h Rサ ブ タ イ プ特異的な細胞内情報伝達幾構 に つ い て 研究 した ． 四種 の ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン トす べ て に お い て 100JLM ア
セ チ ル コ リ ン くa c etylcholin e， A Chl 投与に よ っ て rCa
2 ＋1iが 上 昇 した ． mllm3 トラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で み られ た ECa2十1i上 昇率
ほ ， m2ノm4 トラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で み られ た tCa2 ＋li上 昇率 よ りもか な り高か っ た ． m2Im4 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で ほ 洞性
くシ ヌ ソ イ ダ ル H Ca2 十1t オ シ レ ー シ ョ ン が観察 され た ． 細 胞内 Ca
れ
キ レ ー ト剤 で あ る 1，2， 嶋 ビ ス く2－ ア ミ ノ フ エ ノ キ シI エ タ




一 四酢酸 － ア セ ト キ シ メ チ ル 処理 に よ っ て A C h誘発性の rCa
2 ＋
li上 昇は 抑制 され た ． 過剰の エ チ レ ン グ リ コ ル ー








－tetra a C etic
acid， EG TAI に よ り細胞外液 の Ca2＋ を キ レ ー ト す る こ と に よ っ て ， 急峻な tCa2 ＋コi上 昇 は何ら影響 され な か っ た の に 対 し ，
mllm3 トラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で み られ た プ ラ ト ー 相 ほ消失 した ． m2ノm4 トラ ン ス フ ォ ー マ ン トで は Ca
2 ＋
チ ャ ン ネ ル ブ ロ ッ
カ ー に よ っ ても Cーa2 十コiオ シ レ ー シ ョ ン 周波数の わ ずか の 低下を認 めた の み だ っ た の で ， rCa
2 ＋
1iオ シ レ ー シ ョ ン の 起源 ほ細胞内
に 求め られ る こ とが 判明 した ． A C h誘発性の tCa
2 ＋
も上 昇お よ び イ ノ シ ト ー ル1，4，5三 リ ン 酸 の 生成 ほ ， m2J
l
m4 トラ ン ス
フ ォ ー マ ン ト に お い て 10nglml の 百 日咳毒素12時間処理 で完全 に 抑制 され た の に 対 し， mllm3 ト ラン ス フ ォ ー マ ン トで は影
響 され なか っ た ． m2ノm4 トラ ン ス フ ォ ー マ ン ト に お い て ほ カ フ ェ イ ン ， リ ア ノ ジ ン の 細胞外投与ま た は サ イ ク リ ッ ク ー ア デ
ノ シ ン ■ ジ ス ホ ス フ エ イ ト ー リ ボ ー ス の 細胞内投与に よ っ て 亡Ca
2十いま 一 時的に 上昇 した ． リ ア ノ ジ ン 処理 後の m2ノm4 トラ ン
ス フ ォ ー マ ン ト で は A C h投与 に よ るtCa
2＋1iオ シ レ ー シ ョ ン ほ観察 され な か っ た ． 以上 の 結果か ら ， m A C h R ほ その セ カ ン ド
メ ッ セ ン ジ ャ
ー と して Ca
2 十
を用 い て お り， mlノm3 お よ び m2JIm4 m A Ch Rの サ ブ タ イ プ 間で ほ異 な っ た 細胞内情報伝達経路
を介 して い る と推論 され た ． また ， m2ノm4 m A C h R で認め られ た ECa2 ＋1iオ シ レ ー シ ョ ン の 機構 に ほ Ca2 ＋誘発性 Ca2＋ 放出の
関与が 示 唆され た ．
Eey w o rds rn u sc arinic a cetylcholin e re c eptor， N L 308c e11， G－prOtein， In ositol l， 4，5－trispho sp－
hate， Ca
2 ＋
o s ci11atio n
神経終末 か ら放 出 され る ア セ チ ル コ リ ン くa，C etylcholin e，
A C hうほ l ニ コ チ ン 性 と ム ス カ リ ソ 性 ア セ チ ル コ リ ン 受容体
くm u s carinic ac etylcholin e rec eptor， m A C h Rlに 結合 し， 信号が
伝達され る ． m A C h Rを A C hで 刺激す ると ， 異 な っ た タ イ プ
の 細胞 に 対 し様 々 な膜 イ オ ン コ ン ダ ク タ ソ ス の 変化 を も た ら
す11， m A C h R を介す る情報伝達は ， 1914年 Dale に よ り記述 さ
れ る と い う古tl歴史 を持 つ に もか かわ らず ， そ の 機構 は ニ コ チ
ン 性 の そ れ に比較 して ， 充分 に は 判明 して い な い ． そ の 理 由
は ， m A C b R は薬理学的 に 分析され る三 種頬の サ ブ タ イ プ が存
在す るうえ ， グ ア ノ シ ソ 三 リ ソ 酸 くgu a n o sin e triphosphate，
G T PI 結合蛋白質を介する酵素反応 に よ る こ とに あ る2 州 ． しか
し五種類の m A C h Rの D N A が得られ t2J こ とか ら ， 異所性 に
発現 さ せ た 純粋 な m ACh Rの 集団 に よ る研究 が進 み ， 各
m A C h R から の 信号伝達様式が しだ い に 明ら か に な り つ つ あ
る ．
m A C h Rの サ ブ タ イ プほ ， 脳や 心 臓 の 細胞や膜標品を使 っ て
薬理 学的に 研究す る場合に は M l， M 乙 M3の サ ブ タ イ プ に 分類
され て い る ． そ れ は ， m A C hRに 対す る ア ン タ ゴ ニ ス トで ある
ビ レ ン ゼ ピ ソ が Ha m m erら
6丹こよ っ て 発見 され た こ と に 依存 し
て い る ． ビ レ ン ゼ ピ ン に 対 し M l は高親和性を 示 し ， M 2 は低
親和性を 示 す ． M 2 は別の ア ン タ ゴ ニ ス トで ある A F D X－11 6に
対する親和性の 差 で さ らに 分類 され ， 高親和性で主に 心 筋に存
在す る M 2心 臓型 と低親和性 で 分泌細胞 に 存在す る M 2腺型
くも しくほ M 3トに 細分類 され る ．
ブ タ 大脳よ り精製 され た m A C h R蛋白質 の ト リ プ シ ソ に よ
る 部分分解 に よ っ て 得られ た ペ プ チ ドの 部分 ア ミ ノ 酸配列か ら
平成5年12月17 日受付， 平成 6年2月24日受理





－tetr a aC etic acid－ a C etOXym ethylHCa2＋L， intra c ellular Ca2 ＋
．
c o n c e ntratio nニ CA D P R， CyClic ade n osin e
disphosphateriboseニ CIC R， Ca
2＋
－induc ed Ca2＋ releaseニ D M E M， Dulbe c co
，
s m odified eagle m ediu m ニー E G T A，
ム ス カ リ ソ 性愛容体刺激 に よ る細胞内 Ca
2 ＋上 昇
予想 され た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが198 6年に 合成 され ，
ブ タ 脳に
存在す る m A C h Rの 核酸
一 次配列お よび そ れ か ら推測 さ れ る
ア ミ ノ 酸配列が Kubo ら
偶 に よ り明 らか に され た － 1987年 に は
Bo nn erら
9，や Per alta ら
10牝 よ り ， まず m 2 がク ロ ス ハ イ プ リ
ダイ ズ法 に よ り 同定 され ， ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ソ の 条件を弱
め る こ と に よ っ て ， さ ら に 三 種以上 の 別の m A C h R遺伝子が同
定され た ， そ の 軋 Bo n n erら
Il，
ほ ラ ッ トか ら ， ま た Ash ke n a
－
zi ら
12， は ヒ ト cD N Aラ イ ブ ラ リ
ー か ら m AC h Rを ク ロ
ー ニ ン
グす る こ と に 成功 し ， m A C h R に 五種類の 遺伝子 上 の サ ブ タ イ
プが存在す る こ とが 明 らか に され た － 1989年に ほ m A C h Rの サ
ブ タ イ プ は ， 遺伝子 構造お よ びそ れ に 基づ く サ ブタ イ プ の 蛋白
質を さす場合 に ほ ml， m2， m3， m4， m5， 薬理 学的分掛 こよ る
サ ブ タ イ プ を意味す る場合 に は M l， M 2， M 3 と呼称 され る こ と
と な っ た ．
m A C h Rの ml， m3， m5 の サ ブ タ イ プ は ， 百 日咳轟くPertu－
ssist。Xin， P TxI 非感受性の G T P結合蛋白質を介す る経路 に よ
りホ ス ホ イ ノ シ チ ド
ー 特異的ホ ス ホ リ パ ー ゼ C 酵素 くpho sph
－
。in o sitid－SPe Cific phospholipa s eC，P L Clくおそ らくそ の Plア イ
ソザ イ ムう を活性化す が
－3 卜 20－
． そ の 結果増加す るイ ノ シ ト ー ル
1，4，5 三 リソ 酸 くin o sitolく1，4，51－trispho sphate， In s く1，4，51
P31 は ， 細 胞 内遊 離 カ ル シ ウ ム 濃 度 くintr a c ellular Ca
2 ＋
c。n C e ntr ation，tCa2 十H の 上 昇を 引き起 こ す ． こ の 現象 は卵母 細
胞に お い て は Ca
2 ＋依存 性 Cl．電流 を発生 し
T，2り22－
， 線 維 芽細
胞
231
， 上 皮細胞叩 お よ び神経芽細胞腫雑種細胞
l 相 聞 に お い て ほ ，
主 に Ca
2 ＋依存性 K
＋ 電流 の 反応と して 外向き電流 を生 じる ．
m2 お よ び m4 の rnA C h Rサ ブタ イ プは GT P結合蛋白質を
介して ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活性 と電位依存性 Ca
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Fig．1． Re c o mb ina nt pla s mid， Pk N H for e xpre s sio n of the
Clo n ed m A C h Rge n e sin N L308n e u r obla sto m a xfibrobla st
hybridc ells．
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制す る ． これ ら の 反応は P Tx をこ よ っ て 阻害さ れ る
l 椚 8I
． と こ
ろ で 生 体内 で は 心 臓 の 細胞や様 々 な 神経細胞 に お い て ， M 2
r nA C h Rに よ っ て 薬理学的に K
十 電流の 増加がもたら され る と
い う事実 に も か か わ ら ず ， 線 維 芽細胞 や 神経 芽細胞腫 に
皿 A C h R を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ した細胞を 用い て構成 された
実験系に お い て ， m2r nA Ch R が K
十
電流を 活性化する と い う報
告が ， 遺伝 子が ク ロ ー ニ ン グ され た直後 の 研究で無か っ た こ と
は驚き に 催する ． m2 m AChR が培養腫瘍分泌細胞 お い て K
＋ 電
流 を増加す ると い う報告細 や l 弱 い な が らも Ca
2 ＋
依存性 Cl一電
流 を活性化す ると い う卵母 細胞 で の 報告
1n が ある の み で ある －
した が っ て ， 卵母 細胞に お い て ほ m2 m ACh R と， ml お よび
m3 m A C h Rとで そ の 効果発現の 点に お い て ， な ん らか の ク ロ
ス ト ー ク が存在す る こ と は 明らか で ある ． m2 m A C h R刺激 に
ょ り仁Ca2 ＋コi上昇も生 じる こ と が予測できる が ， そ の 時間的 ， 空
間的な性質は m3 m A C h Rに よ り誘発され るtCa
2 ＋
li上 昇と は異
な っ て い ると 考え られる
22I281
． そ の よ う な ク ロ ス ト ー ク ほ 線維
芽細胞 ， 上 皮細胞お よ び筆者の 属す る グ ル
ー プ が 以前研究 した
神経芽細胞歴 と神経膠歴 との 雑種細胞 に お い て は 観察 され て い
な か っ た
1 3I23I2 相 聞
しか し最近筆者 らほ ， m2 も しく ほ m4 m A C h R を発現 させ
た神経芽細胞腫 と線維芽細胞腫 と の 雑種細胞 である N L308細
胞 に お い て ， オ シ レ ー シ ョ ン を伴う外向き電流が しば しば観察
さ れ ， 羊の 外向き電流が ml も しくは m3 m AC h Rを発現させ
た N L 308細胞 と ほ異な る経路を経て Ca
2＋ 依存性 K＋ チ ャ ン ネ
ル が活性化 され る こ と に よ る こ と を報告 した
251
． そ こ で こ の 細
胞系が ， 生体 内で 観察され る m2rnA C h R から K
＋
チ ャ ン ネ ル
へ の 細胞内情報伝達の 種 々 の 機 構 の
一 つ を 再現 して い る と 考
え ， m2 m A C h Rに 関する詳 しい 情報伝達機構を分析する こ と
を 思い た っ た ．
本研究 に おい て ほ ， m2 お よ び m4 m A Ch Rを 発現さ せ た
N L308細胞に お い て 外向き電流を発生 させ る機構と と もに ， そ
の 外向き電流 に 伴うオ シ レ ー シ ョ ン の 起源 に つ い て ， 主 に 細胞
内 Ca2十 を測定す る こ と に よ り検討 した ．
材料 お よび 方法
工 ． 材 料
本研究に お い て 用 い た 細胞 は ， m トm4 各 サ ブ タ イ プ の
m A C h R をコ ー ドす る cD N As を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した培
養神経細胞 N L 308くマ ウ ス 神経芽細胞鷹くN1 8T G－21と マ ウ ス 線
維芽細胞腰くB－821 と の 雑種細胞う で ある
3 り
．
m A C h R遺伝子の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に ほ ， 哺乳動物細胞
発現 ベ ク タ ー と し て pkN Hn e oを 用 い た ， こ の ベ ク タ
ー は
pB R 322 とpB R 327を骨格 に もち ， ク ロ
ー ニ ン グ部位の 上流 に
S V 40の 初期プ ロ モ ー タ ー ， 下流 に ポリ ア デ ニ レ
ー シ ョ ン の 情
報 を含 む 月－グ ロ ビ ン 遺伝 子 の 一 部が挿 入 され て い る ． また 形質
転換細胞を選択 で きる ように ， ネ オ マ イ シ ソ くG 41即 耐性遺伝
子が観み込 まれ て い る1
3I32Iく図11．
ml一 旬 m4 サ ブ タ イ プ に 特異的な プ ロ ー ブを 用 い て ， 各サ ブ タ
イ プの m A C h R をコ ー ドす る cD N A を トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ
した 細胞に 対 しノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ソ を




－tetra－a Cetic acidニ G T P， gu an OSin e triphosphate ニ1nsく1， 4，
51P3 ， in osito1 1， 4，5－trisphosphateニ m A Ch R， m uS C a rinic ac etylcholin rec eptorニ P L C， phosphoin ositid
－Spe Cific
こphospholipaseCLP Tx， Pertu s sis to xin妄QNモき， quihu clidinyl bepzilate t
476 石
施行 し ， ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ さ れ た ク ロ ー ン が 実 際 に
m 巨Y m4 サ ブ タ イ プ に 一 致す る R N Aを発現 して い る こ とを 確
認 した ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ て い な い 細胞で ， 低い レ
ベ ル で ほ ある が m4 に 特異的な プ ロ ー ブ に の み ハ イ プ リ ダイ ズ
す る R N A種 が認 め られ ， N L 308細胞 は内在的に m4 が存在す
る こ と がわ か っ た ．■しか し他の 三種 の サ ブ タ イ プ 特異的プ ロ ー
ブ に 対する R N A種ほ 認め られ な か っ た ． ま た ， 実験に 用い た
細胞 に ほ ， 門明 キ ヌ ク リ ジ ニ ル ベ ン ジ レ ー ト くquin u cLidinyl
be n zilate，QN Bl 結合実験に よ り ， ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ して い
な い 細胞が示 した 結合量 よ りも十分に 多い r3HI QN B鮮含量を
示 す細胞， す なわ ち m A C h R蛋白質を発現 して い る細胞を選ん
だ く表 1I．
5 ％ ウシ 胎児血 清くGibc o， New York， U S Alを 含有す るダ ル
べ
ッ
コ 変法 イ ー グ ル 培地 のulbe c c o
J
s m odified e agle m ediu m，
D M E M， Gibc oトに て ， 37C， C O2濃 度1 0 ％の 濃度下で細胞培養
した ． 雑種細胞 と そ の 親株 との 混濁 を防ぐ目的で培地に ほ さ ら
に ， 100JLM ヒ ポ キ サ ン チ ン くhypo x a．nthin el， 0．1pM ア ミ ノ プ テ
リ ン くa min opte rinl お よ び 0．1pM チ ミ ジ ン くthymidin el
くH A TI も含まれ て い る331． 細胞内 Ca2
＋
濃度測定お よび 電気生理
学的測定に 際 し， ポ リオ ル ニ チ ソ くpolyor nithin elで コ ー ト した
培 養皿 に て ， 1 ％ ウシ 胎 児 血清 お よ び 0．2m M ジ ブチ リ ル
くdybutyryり cA M Pを 含 んだ D M E Mで細胞を 4r －10 日 分化誘
導 した811．
正 ． 細胞内 Ca打 濃度測定
カ バ ー グ ラ ス 上 で分化 させ た N L308細胞を培養 し， そ の 細
胞に Fu ra－2 を取 り込ま せ ， 細胞内 Ca2十 濃度を 測定 した ． 細胞
ほ 10pM の Fu r a－2一 ア セ ト キ シ メ チ ル ■ エ ス テ ル くa c eto xym －
ethyl， A Ml を含む 培地 で 37てこ に て6 0分間イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内
に 静置 し ， 色 素の 脱 エ ス テ ル 化を行う目的 で ， さ らに 20分間室
温 でイ ン キ エ ペ － シ ョ ソ を行 っ た ． こ の よう に 前処置を施 した
N L308細胞を の せ た カ バ ー ガ ラ ス を 倒立 顕微鏡 O S P－3くオ リ ン
パ ス
， 東京I に 固定 した35珊
蛍光像 は 紫外線照射下 で 高感度撮像管くsilic o n－inte n sified
target， S nつ ビ デ オ カ メ ラ 2400－08く浜松 フ ォ ト ニ ク ス ， 浜 松う
を 用 い て 撮影 した ． 蛍光輝度は 340n m およ び 380n m の 二 波長
の 励起光で モ ニ タ ー した ． 蛍光像ほ 光デ ィ ス ク M E－5U lく三 菱
電機 ， 東京l上 に 保存 し， 画像解析装置 Argu s－50く浜松 フ ォ ト
ニ ク ス一に て解析 した ． 細胞 内 Ca2＋ の 蛍光比か らrCa2 十1i絶対値
へ の 変換法 は前報 に 従 っ た叩 ．
ま た ， A Chに よ る 刺 激 に は ， H E P E S D M E M溶液 で
1 0恥M に な る よ う調整 した A C h溶液 50恥1 を記録用溶液 に 加
え ， 最終濃度が 5仙M と な る よう に した ．
H ． サ イ ク リ tソ ク ー ア デ ノ シ ン ー ジ ス ホ ス フ エ イ ト ー リボ ー
ス くcyclic ade n o sin edispho sphate －ribo s e， CA D P Rl の
細胞内注入
CA D P Rを細胞内注入液 に 溶解 した ． 細胞 内注入 液は 150mM
K Cl， 1m M MgC12 ， 1m M Na2A T P， 10m M H E P E S およ び
0．1m M Fur a－2 よ りな り， そ の pH を NaO Hに て 7．2 に 滴起 し
た ． 先端径 を 2jLm に 調 整 し た 微小 ガ ラ ス 電 極 Gla ssIB BL
くW orld Pr e cisio nIn str u m e nts， Ne w Ha v e n， U SAlに 細胞内注
入液を満た し， N L 308細胞 の 細胞膜 に ホ ー ル セ ル モ ー ドの パ ッ
チ ク ラ ン プ 法を 施行 した38l． cA D P Rの 注入 は ， 電極 内に 陰圧を
かけ パ ッ チ 膜を 破 っ た後， 微小 ガ ラ ス 電極を 通 して イ ン フ ュ ー
ジ ョ ン に よ り行わ れ た38ユ ．
N ． 放射線 In sく1， 4， 引 P3 結合実験
In sく1， 4， 51P3 の 測定は 従来 の 方法珊40丹こ従 っ た ． m A C h Rを
発現 させ た N L 308細胞を エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ ト リ ウ
ム くethile n edia minさ tetr aa c etic a cid， E D T Al を 加 え た
Dulbe c c oリ ソ 酸 緩衝生理 食塩水 くpho sphate－buffer ed s alin e，
P B S卜Iトに て 培 養用 フ ラ ス コ 壁 よ り 遊離 させ ， 続 い て 溶媒
500Ftl 当り細胞密度が 5．Oxl Oソmlに な る よう に 10m M LiClを
含 んだ D M E Mに て 再浮遊 し， 37てこ に て1 0分間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン を 行 っ た ． そ の 後 ， 1口0倍量の 濃度と な る A C hを 添加し
反応を開始 し ， 20 ％過塩素酸 8恥1 を加える こ と に よ っ て 反応
を停止 した ． 被検試量を 10 N K O Hに よ っ て pH 7．5 に 滴定 し，
滴定 された 被検試量を遠心する こ と に よ っ て K ClO． を 沈殿 さ
せ ， 上 清を In sく1， 4， 引 P3 結 合実験 に 用 い た ． 1，4，5－ ア イ ソ
マ ー を 特異的に 認め る亡3叩 イ ノ シ ト ー ル 1，4 ふ 三 リソ 酸 ア ッ セ
イ シ ス テ ム くア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン ， 東京Iを用 い る こ とに よ っ
て 1n sく1， 4， 51P3量 を宣則走 した ．
V ． 薬品 ． 機器名
実験に用い た 薬品 ． 機器類は 下記 よ り得 た ． ア セ チ ル コ リ ン
く第 一 製薬 ， 東京1， Fu ra． －2， Fu r a－2－A M お よ び1，2， ゼ ス く2－ア




一四 酢酸 － ア セ トキ シ メ チ




－tetr a a C etic
a cid－a．C etO Xym ethyl， B A P T A－A MH 同仁化学， 熊 本 お よ び
M olec ularProbe sIn c． ， Euge n e， U S Al， 百 日咳毒素くフ ナ コ シ ，
東京ン， 塩化 ニ ッ ケ ル ， カ フ ェ イ ン お よ び リ ア ノ ジ ン く和光純
薬 ， 大阪l， CA D P Rくア マ シ ャ ム ． ジ ャ バ ソ1， 塩化 ラ ン タ ン け
カ ラ イ ， 東京1． 倒立顕微鏡 O SP－3くオ リ ン パ ス ， 東京う， S nニビ
デ オ カ メ ラ 2400 胡お よ び画像解析装置く浜松 フ ォ ト ニ ク スI，
光デ ィ ス ク M E－5 Ulく三 菱電磯 ， 東京I．
Tablel． Properties of N L 308n e u r obla sto m a xfibroblast clo n e str a n sfe cted with D N A
COding fo r ml， m2， m3 a nd m4 m u s c arinic a c etylcholin e r e c epto rsくmA C h Rl
Clone Subtype of m A Ch Rge n e Binding of
3
H－QN Bh7
Co ntr olくn o n－tr anSfectedl 仁m4コ
N L P M ト1 3
N L P M 2－301
N L P M 3－1 6











aつ So u rc e of ge n e．
bl Valu es ar e m e a n士s． e． m ．， n ニ 6 fm ole spe r milligr a mpr otein ．
























































































































































I ． ACh 刺激に よ る細胞内 Ca
Z＋ 濃度上昇
四種の m A C h R を それぞれ 独立に 発現 して い る N L 308細胞
榊経芽細胞腫 と線維芽細胞歴 と の 雑種細胞1
に A C h を添加
し， それぞれ 異な る m A C h Rサ ブ タ イ プを 活性化す る
こ と に
ょ っ て 生 じる rCa
2 ＋1 腐 化を Fu r a－2 より の 蛍光量と して 測定 し
た ． 最終濃度 が 50pM と な る A C hの 投 与 に よ り ， 四 種 の
m A C h R を そ れぞれ 発現 させ た すべ て の ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン l
でtCa
2 ＋1iが 即座に 上 昇 した ． 国2 に A C hに よ り 引き起 こ され
た Ca
2＋依存性 E
十 電 流 お よ び LCa
2十
1i の 時 間的経過 を 示 す ．
tca
2 ＋1iの 基線は50へ 100nM の レ ベ ル で あり ， A C h投与に よ る
ECa
























































































m3 お よび m4 をそ れぞれ発現 させ た 細胞に おけ る 忙a
2十1i基線
レ ベ ル ， A C h投与後 の ECa
2 ＋1虐 大償お よび tCa2 ＋1止 昇幅の 平
均値 土標準誤差を表2 に 示す． m2 お よ び m4 トラ ン ス フ ォ
ー
マ ン トくNL PM 2－301 およ び N L R M4－10いに お ける A C h投与後
の 平樹 Ca
2 ＋1i 上 昇率 は ml トラ ン ス フ ォ p マ ン ト くNL P M ト
用 に 対 しそ れぞれ57 お よび45 ％で あ り ， m3 ト ラ ン ス フ ォ
ー
マ ン ト くN L P M 3－161Pこ対 して ほそ れ ぞれ59 お よび47 ％ であ っ
た く囲 3 Aう． m2ノm4 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン トで 観 察 され た
亡Ca2＋も上 昇ほ ， mlノm3 トラ ン ス フ ォ ー マ ン トで み られ た そ れ
に 比 しか な り低か っ た くPく0．051．
m2 お よ び m4 m A C h R を発現 させ た細胞 に お い てtCa
2＋
コi上
昇 は オ シ レ ー シ ョ ン を伴 っ て 生 じく図 4 BI， そ れは m2ノm4 ト
ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト N L308細胞 の 90 ％以上 で 認 め られ た － そ
二Jl抑 佃
1抑 Se C
Fig． 2． Ac etylcholin eくA Chl－indu c ed c u rre ntくA へ Ela ndtCa
2 ＋1iin c re a s etF へ 引 in a n o n－tra n Sfe cted N L 308c ellくA， Fl， a nd in ml
くB， Gl－ ， m2くC， HIL， m3 の，Il－ a nd m4くE，Jl－tr a n Sfo rm ed N L 308c ells． Arr o w sho w the ap plic atio ntim e of A C h，
Table2． T he a v er agetCa2 ＋コiin cre as ein ml， m2， rn3 a nd m4－tr a n Sfor m ed N L308cels
Intr a c ellularCa2 ＋ c o n c e ntratio nくnMl
Clo n e Subtype of Nu mber
－
Of Ba se Peak AtCa
2 ＋コi
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の オ シ レ ー シ ョ ン は 通常 シ ヌ ソ イ ダ ル タ イ ブ で あ り ， そ の 周波
数 は 0■040 士0．002 Hzく平均値 土標準誤差1 で あ っ た くn ニ 用 ．
m2 およ び m4 を発現 させ た細胞で は低濃度 の A C h刺激 に 対
して も同様 の オ シ レ ー シ ョ ン が 観察 され た ． 加え て ， ml お よ
び m3 を発現 させ た 細胞でも低濃度 A C h刺激時 に は ， 同様の
オ シ レ ー シ ョ ン が 観察 され る場合があ っ た ． 従 っ て ， オ シ レ ー
シ
ョ ン ほ ， 完全 に 受容体 サ ブ タ イ プ 特異的と い う わ け で は な
く ， N L 308細胞特異的 な可 能性が 示 唆され る ．
tCa2十コi上 昇 ほ t A C h投与後300J， b350秒 で 基線 レ ベ ル に 戻 り
く国21， こ れは 四種 の m A C h Rを 発現させ た そ れ ぞれ の 細胞 で
同様 で あ っ た ． また ， 濃度一反応曲線か ら観察 され る よう に ，
mlノm3 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で は濃度依存的に ム Cーa2 ＋コiが 増
加 した の に 対 し， m2ノm4 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で は 1 50nM 程
度 で A仁Ca2 十1iは ほ ぼ飽和 に 達 し， そ の 後 プ ラ ト ー 相を 形成 した
く図3 王ヨ1．
A C hに よ る 仁Ca2 ＋コi上 昇が 細胞の どの 部位 に 生 じて い る か を
知 る 目的で l 疑似 カ ラ ー 表示 され た 画像 を用い て 空間的特性の
解析を試み た ． A C b に対す る仁Ca2 十1i上 昇の 大部分ほ細胞体 に
お い て 引き起 こ され ， 細胞突起がrCa
2 十
コJ二昇に 果た す役割は少
な い こ と が認 め られ た ． N Gl O8－1 5雑種細胞に お け る ブ ラ ジ キ
ニ ン に 対す るrCa2 十コJニ昇卿 と 同様 に ， N L 308細胞 に お い て認め
られ るrCa2 ＋コi上 昇 は細胞 の 深部か ら まず発せ られ る こ とが 観察
された ． m2ノm4 トラ ン ス フ ォ ー マ ン ト で 認め られ た 忙a2 十1iオ
シ レ ー シ ョ ン は細胞全体 で観察 され ， そ の 部位局在ほ認め られ
なか っ た く図 4I． そ こ で ， Ca
2 ＋
貯蔵部位 は細胞質全体 に ほ ぼ 均
等 に 分布 して い る と推測 され る ．
班 ． A C hに よ り 引 き 起 こ さ れ る ECa
2＋コi 上 昇 に 対す る
B A P T A， E G T Aお よび C且2＋ チ ャ ン ネル ブ ロ ワ カ ー の
影響
m2 お よび m3 m A C h Rを 発現 させ た細胞 に お い て A Chに
よ り引き起 こ され る外向き電流は カ ル シ ウ ム キ レ ー タ ー で あり
細胞膜透過性を持つ B A P T A－ M処理 に て ， 細胞 内 Ca2 ＋を キ



















ml m2 m3 m 4
Subtype s ofm A Ch R
嘗劇 した が ， 今回 1 0pM BAP T A－ M で60分間処 理 した細胞
お い て FCa2 ＋1iの 測定を 行 っ た ． ml， m2， m3 お よ び m4を そ れ
ぞれ 発現 させ た 細胞に お い て A C h投与 に よ る rCa2 ＋コi上 昇 ほ
10pM B A P T A－A M に よ っ て は と ん ども しく は完全 に 抑制 され
た く図 51． こ れ らの 結果か ら， 四種 の m A C h Rサ ブ タ イ プを発
現 させ た N L308細胞 に お い て 認 め られ た A C h誘発性 の 外向き
電流や m2ノm4 m A Ch Rで み られる FCa2 ＋liオ シ レ ー シ ョ ン もす
べ て細胞内 Ca2十 濃度上 昇に 伴い 引き起 こ され る こ と が 明 ら か
と な っ た ．
A C h に よ り惹起 され る ECa2 ＋li上 昇 を生 じ る Ca2 ＋の 起源 く細
胞外か らの 流入 に よ る Ca2 十 に よる か ， も しく は 細胞内貯蔵部
位 か ら放出 され た Ca2 ＋に よ るかIを 検討する た め に ， 細胞膜を
通 して の Ca2 十流入 を 阻害す る条件下で rCa2 十コi を測定 した ．










－tetr a a C etic a cid， E G T A卜に よ り細胞外 Ca2 ＋ を キ
レ ー トす る こ と に よ っ て ， サ ブ タ イ プに特異的なrCa2 ＋コ．上 昇の
変化が み られた ． ml を発現 させ た 細胞で は l 最高濃度 は ほ と
ん ど減 じな か っ た の に 対 し ， プ ラ ト ー 相がか なり 消失 した く図
5ぃわ ニ 81． 興味 深い こ と に ， m2 お よ び m4 を発現 させ た 細胞
で は I tCa2 ＋コi上昇 に 対す る E G T Aの 影響はわ ずか で あ っ た が ，
FCa
2 ＋
コiオ シ レ ー シ ョ ン の 周波数 は 減少 した く図 5H そ れ ぞれ
n こ 8 お よ び 61． m3 を発現 させ た細胞 に お い て ほ ， E G T A処理
に よ り 亡Ca
2 ＋
コJ二昇に は特記す べ き変化ほ認め られなか っ た く図
5I．
これ らの 結果か ら ， 四 種の い ずれ の サ ブ タ イ プ を発現 させ た
細胞に お い て も 亡Ca2 十1i上 昇 に お け る最初 の 最大値 を 示 す時の
Ca2 ＋起源は細胞内に 求め られ る ． ま た ， m2， m3 お よ び m4 を
発現させ た 細胞 で は ， プ ラ ト ー 相が E G T Aに よ り ほ と ん ど影
響 を受けな か っ た こ と く図 51 か ら ， そ の 相 の Ca2 ＋ に お い て も
細胞内に 起源を求め る こ とが で き る ． 唯 一 の 例外ほ ml を発現
させた 細胞で あり ， そ こ に 認め られ る 二 相性 の 亡Ca2
＋
コi上 昇に お
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Fig■．3． A C h 壷du c ed，irlcle aS eJin intr a c ellularfr e eCa
2 ＋
． AI T he a v er age rC A2 ＋コi at pe ak lev elくclo s ed barsI a nd ba sa1 1e v el
くstriped bar sン in ml－ ， m2二， m3－ and m4 tr a n sform ed c ells． BI Do se－ r eSpO n S e C u r V efor the A Ch－indu c ed tCa2 ＋li in cr e as ein
ml－ ト 0 － 1 and m2－く上 中 q ナtr a n s王or m ed c ells． Err or bars sho w the s． e． m ．




m2 を発現 させ た細胞 に おけ る Ca
2＋ の 細胞外か らの 流入 を よ
り詳細に 検討す るた め に ， し タ イ プ の 電位依存性 Ca
2＋ チ ャ ン
ネル の 阻害剤 である ニ フ ェ ジ ピ ン くnifedipin el くト 100pMl， 塩
化ラ ン タ ン くLaC13l
刷 く10旬 1 00pMぃお よび ア ゴ ニ ス ト誘発性の
ca2
十
の 流入 お よ び T－ タ イ プ の Ca
2 ＋チ ャ ン ネ ル に 阻害剤 と して
作用す る塩化 ニ ッ ケ ル くNiCl2y
21くlへ 1 0m Ml を種 々 の 濃度で 作
用させ た ． AC hに よ る tCa
2 ＋li 上昇 は ， 10pM ニ フ ェ ジ ピ ソ に
ょらて 影響 され ず ， 1 0恥M LaCl3 に よ っ て も ほ とん ど変化 しな
か っ た が ， 5m M NiC12 で は減少 した く囲61． こ れ ら の 成績か ら
次 の 二 点 の 可 能性が示 唆 され る ． 第 一 点 は ， こ の 細胞が T一 夕 イ
ブ の 電位依存性チ ャ ン ネル を 介す る経路を持 っ て い る と い う こ
と で あ り， 第 二 点は ， こ の 細胞が ま だ 明白で は ない が Ca
2＋
流 入
の 経路を 有す る と い う可能性 で ある ． m2 を 発現 させ た 細胸に
お い て ， 低い 開催電位で 一 時的な 内向き電流 が引き起 こ される
こ と は極め て まれ で あり ， こ の こ と か ら も考 え られ る の は ．
ACh刺激に よ るECa2 十1iに 関 しても受容体制御 の Ca
2＋ 流入機 構
を 介 して の Ca2 十流入 に よ る可能性 が高 い と 考え られ る ．
以上 よ り ， 細胞外か ら の 流入 に よ る Ca
2 十の 動員の 有無が ， サ





















Fig－ 4． Digital im age a n alysis くAl a nd the tim eTC O u rS eくB， of intr a c ellular Ca
2＋ con c e ntratio n cha nges in the sam e c e11．
Do w n w ard arr o w sin B r efe rto the tim e s equ e n c ein theim agein A ．
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上 昇 の 大部分 は ， そ の 起源を細胞内に 求め る こ とが で き る ．
次に ， これ らの 四 種類の rnA C h Rを 発現 させ た 細胞 に お い
て ， 細胸内 Ca2＋ の 動員に 関する セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー と し
て In sくl， 4， 5ナP3 が考 え られ るか否 か を検討 した ．
m ． 異な っ た ク ロ ー ン 間に お け る 1n sく1， 4， 引 P3 の 生成
図 7に コ ン ト ロ ー ル 細胞お よ び P Tx 処理 した細胞 に お ける
A C h誘発性細胞内In sく1， 4， 51P3 レ ベ ル の 時 間的経過 を 示
す ． ml お よ び m3 m A C h R を発現 させ た 細胞 で は l 細胞 内
Insく1，4，51P，は ACh 投与後10秒以内 に 早急 に 生成 され 最大値
に 達する の に 対 し， m2 お よ び m4 m A C h Rを発現 させ た 細胞
では A C h投与後援徐 に 上昇 し， 20秒で 最大値に 達 した ． m2 お


















は ， そ れ ぞれ 30．2土2．5く平均値 士標準誤差 ， 以下 同 じラお よ び
24．3 土7．Opm oVl O6く各 n ニ 41 で あり ， ml お よ び m3 m A C hR
を 発現 さ せ た 細胞 の 最大 値 ほ そ れ ぞ れ 38．7 土6．3 お よ び
41．2 土1 0．2pm olハ06く各 n 二 4ユ に 比 しか な り低か っ た くpく0．く瑚
く図 7 Al． A C h投与 に よ り引き起こ され る In sく1， 4， 51P3生成
は ， m2 お よび m4 を 発現 させ た細胞 で は P Tx 処 理く100ngl
ml， 12時間1 に よ り完全 に 阻害 され た ． 多く の 種類 の 細胞 です
で に 知 られ て い る よ うに16 潤 Ig120，， ml お よ び m3 m A C hR を発現
さ せ た 細胞 で は A C h誘発性の In sく1， 4， 51P3 生成 ほ ， P Tx一 非
感受性であ っ た く図7 Bl．
N ． P Tx の 亡Ca2 十コi に 対する影響

















Tim e くS e Cナ




－tetra a C etic a cidくE G T Al くE 旬 Hl a nd l，2， －bis




－tetra a C etic a cid－aCetho xyl m ethylくB A P T A－A MH ト 心 o n A C h－indu c edrCa2 十Iiin cr e a sein
mlくA， E， IJ－ ， m2くB， F， Jト， rn3くC， G， Kトa nd m4 の， H， リ ーtr a n Sfor m ed NL 308 cells． Re c ords sho w tCa2 ＋li in c，e aS etO
ap plic ation of A C h in mlくA， E，Iト， m2くB， F，JI－ ， m3くC， G， Kト a nd m4くD， H， LJ－tr a n Sfor med N L 308cells in the abs e n c e of
Ca2 ＋ chelatorsくA 旬 Dla nd in the pr es e nc e of E G T AくE へ H， orBAPT AqA MCIへ LI． Arr ow ssho w the ap plic atio ntim e of A C h．
ム ス カ リ ン 性受容体刺激 に よ る細胞内 Ca
2 ＋
上 昇
に お い て は ， P Tx 処 理 に よ り外向き電流ほ完全に抑制 され る
の に 対 し， ml お よ び m3 m A Ch Rを発現 させ た 細胞 で観察 さ
れた 外向き電流 は P Tx一 非感受性 で あ っ た ． こ こ で tCa
2 ＋
li の
P Tx に 対す る感受性 に 関 して検討を加 えた ． 予想され た 如く 1
10ngノml の P Tx12句 15時間処理 に て ， A C hに よ り引き起 こ さ
れ た ECa2 ＋1J二昇 は ， ml m AChR を 発現 させ た細胞 でほ 何 ら影
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化 しな か っ たが ， 一 方 m2 お よ び m4 m A Ch Rを発現 させ た細
胞で は 完全 に 抑制 された く図81．
こ こ で得 られ た 結果と前項の hsく1， も 引 P3 に 関す る知見と
か ら考え られ る こ とほ ， 四 種の m A C h R で み られたtCa
2 ＋li上 昇
お よ び外向き電流ほ ， す べ て の サ ブ タ イ プ で hsく1， 4， 51P3お
よ び Ca
2 十
とい う同 じセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー を介 して い るが ，
mlJ
I
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Fig， 6． Effe cts of LaCl3くBl， nifedipin eくCla nd N iC12くD， o n A C h－indu c edtCa
Z＋1iin creas ein m2－tr a n Sfo r m ed c elts． Records sho w
tca2 ＋1iin c re a s eto ap plic atio n of A C h in m2－tr a n Sform ed c e11sin the abse n c e of Ca
2＋
cha n n el blo cker sくAlandin the pre s e nc e
of LaC13くBl， nifedipin eくCl orNiC12くDl， r eSPe Ctiv eLy． Arro w s sho w the ap plic atio ntim e of A C h．
0 20 40 60
0 20 4 0 駈
Tim e after AC h ap Plicatio nくS6cI
Fig． 7． T im e c o u rs e of A C h
－indu c ed for m atio n ofino sitol l， 4， 5
－trispho sphate tIn sく1， 4， 51 P31in ml
－t－ 0 － 1， m2十 ロ
ー l．
m3－ ト 砂 － 1a nd m4十一 園 － ltr a n sfor m ed c ells withoutくAla nd withくBH
つertu ssis to xin くP Txl－pretr e atm e nt－
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情報 とで は よ 異な っ た G T P結合蛋白質を介 して伝達 され る と
い うこ とで ある ．
v ． rrL2 m A C h Rを発現 させ た 細胞 に おけ るtC8
1＋11 上昇 に対
す る細胞外カフ ェ イ ン および細胞内 cA D P R の影響
次に 検討す べ き疑問点と して ， m2 および m4 m A Ch R を発
現 させ た細胞 で ほ亡Ca
2 ＋
コiオ シ レ ー シ ョ ン が しばしば認 め られ た
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0 2q O lく将
坂
て惹起 され た の で あろ うか と い う点が ある ． m2 お よび m4 を
発現 させ た 細胞 で ほ ， 上記 の 結果 H Hよ り ， Ca
2 ＋起源 の 大部
分を細胞内 に 求め る こ と が で きる の で ， 工n sく1， 4， 5H
つ
3 感 受性
Caヱ＋ プ ー ル の 関与 が第 一 で あるが ， そ れだ けで は オ シ レ
ー シ ョ
ン の 発現 を説明 で きな い の で ，In sく1，4， 51Pユー 非感受性くお そ ら
くは リ ア ノ ジ ツ 感受酎 の Ca打 プ ー ル の ような 第 二 ， 第三 の 細
胞内 Ca2 十プ ー ル か らの Ca
2 十放 出の 可能性 に つ い て 検討 した ．
0 20 0 4 00 槻腑
一 2 00
Tim e くS e CI
Fig． 8． Efie cts of P Tx o nA C h
－indu c edECa
2 十
1iin c r e as ein mlくA， El－ ， m2くB， Fl－ ， m3くC， Gl－a nd m4くD， Hl－tr a n Sfor m ed N L 308
c e11s witho utくA 旬 Dl and withくE 句 HIPTx－ pr etr eatrn ent． Arr o w s sho w the ap plic atio ntim e of A Ch．
ム ス カ リ ン 性受容体刺激に よ る細胞内 Ca
2＋
上 昇
m2 お よ び m4 を発現 させ た細胞に 5m M の カ フ ェ イ ン を細胞
外か ら投与する と ，
一 時的な rCa2 ＋11上 昇が み られ た ■ こ の 反応
は約30秒 で 完了 し， LCa
2 ＋1J二昇 の 最大値は t m2 お よび m4 を
発現させ た 細胞で そ れ ぞれ 163．7 土1 2－3く平均値 土標準誤差 ， 以
下同 じH n ニ 61 およ び 1 51．5 土5－1nM くn ニ 61 であ っ た ■ P Tx 処
理は ， カ フ ェ イ ン に よ る
一 時的なrCa
2 十
1Jニ昇に 影響 を お よぼ さ
なか っ た の で ， こ の tCa
2＋
コi上 昇ほ G T P結合蛋白質以降 で生 じ
て い る こ と がわ か る く図 9I．
以上 の こ と か ら， カ フ ェ イ ン に よ り誘 発 され る tCa
2 ＋
1i 上 昇
は ， G T P結合蛋白質以降の Ca
2 十プ ー ル に 対す る直接作用に て
生 じて い る こ とが 判明 した ． また ， パ ッ チ ピ ペ ッ トか ら細胞内
に 投与され た cA D P Rに よ っ て も
ー 時的なtCa2 ＋も上 昇が 引き起
こ され た く因9さ． こ の 上 昇 は ， カ フ ェ イ ン に よ り誘発 され た
rca
2 ＋1．上 昇 と時間経過 お よ び 最大値 に お い て 類似 して い た ．
Ca2 ＋上 昇の パ タ ー ン か ら ， こ の 細胞 に カ フ ェ イ ン や cA D P R感
受性 の Ca
2 十 プ ー ル が存在 して い る と 推測 され る 一
明 ． m2 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト に お け る 亡Ca
紆コl およ び
亡C8紆コ． オシ レ ー シ ョ ンに 対す る細胞外 リ ア ニ ジ ン の 影
響
リア ノ ジ ン は 非筋肉細胞 で は ミ ク ロ ゾ ー ム の 工n sく1， 4， 引
Pユー 非感受性 Ca2 ＋ チ ャ ン ネ ル を 開口 して Ca
2 ＋チ ャ ン ネ ル を阻害
する こ と が知 られ て い る
岬
． 10恥M リア ノ ジ ン を 細 胞外 よ り
N L 308細胞 に 投与す る こ と に よ り ， オ シ レ ー シ ョ ン を伴 う持続
した亡Ca2 ＋1i上 昇が しば しば観察 されたく図川 ． そ の 後引き続き
A C h を投与す る と くリ ア ノ ジ ン 投与後1 5旬 20分後 に A C h投
一別 ， オ シ レ ー シ ョ ン を伴わ な い 亡Ca
2 ＋
1i上昇が 認め られ た ． リ ア
ノ ジ ン 処理 した m2JIm4 m A C h R を発現させ た 細胞で ， A C hに
ょ る rCa2 ＋1i オ シ レ ー シ ョ ン が消失 した rCa
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ぞれ 図1 0に 示 す ．
m2 トラ ン ス フ ォ ー マ ン トに おけ る A C hに よ っ て 惹起 さ れ
るLCa
2＋
1．上 昇の 最大値は リ ア ノ ジ ン 処理 前で は 216 土8く平均値
土標準誤差 ， 以下同 じH n ニ 即 お よ び リ ア ノ ジ ン 処理 下 で は
231 土16nM くn こ 引 であ り ， 神経節細胞 の そ れ と 同程度 で あ っ
た ． わずか な ノ ッ チ ほ 残 っ て い る もの の ， リ ア ノ ジ ン 処理 に よ
る オ シ レ ー シ ョ ン の 消失は著明 で あ っ た ．
考 察
N L 308細胞は神経芽細胞腫由来の 雑種細胞である ． 神経芽細
胞腫 C 1300 は， 1940年に AノJ マ ウ ス 腹腔内に 発見され た 交感
神経節原発性の 腫瘍である
441－ 崎
． こ の 度瘍細胞 ほ生体内移確ト
くマ ウ ス ー マ ウ ス1に よ り維持され ， 1968年 に 組織培養に移 され
長い 細胞突起川 瀬 と 興奮性の 細胞膜
l 岬 をも つ な どの 神経細胞様
の 性質を有す る こ と が明 らか とな っ た ． さ ら に こ の 細胞は コ リ
ソ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ や タ イ P シ ソ ハ イ ド ロ キ シ ラ ー
ゼ 活性を 有する点4 岬 か ら， 生化学的に も神経細胞機能を備 え
て い る こ とが示 され － 神経機能研究 の モ デ ル と して 広く用い ら
れ る よう に な っ た ． こ れ ら の 培養細胞を用 い て ， 神経伝達物質
合成酵素活性の 面か ら コ リ ソ 性 ， ア ド レ ナ リ ソ 性， セ ロ ト ニ ン
性 ， 無暗性型などの ク ロ ー ソ 細胞
44 榊 ，5りが確立 され た ． そ の 後，
米国 NIH の Nir e nberg 研 究室で は t ニ ュ
ー
ロ ブ ラ ス ト ー マ
N 18印 の ヒ ポキ サ ン チ ン ． グ ア ニ ン ． ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス
フ エ ラ ー ゼ活性を 欠く変異株 N18 T G－2くチ オ グ ア ニ ン 抵 抗性う
細j紆了， と他の 種々 の 細胞を セ ソ ダイ ウ イ ル ス を 利用 して細胸融
合さ せ て雑種細胞 を作 りだ し， 神 経機能発現の 遺伝的解析に 使
用 した4TI5 附 ． 本研究で 筆者が用い た 培養神経踵瘍細胞 N L 308
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Fig． 9． rCa
2 ＋
い n cr ea s e e v oked by e xtr a c e11ular ap plic atio n of c affein e
．
in m2－ a nd m4－ tra n Sfor m ed c eus witho ut a nd with
P Tx －Pr etre atm e nt， a ndtCa
2 ＋liin cr e a se e v oked by intr ace1ular ap plic atlO n Of cyclic ade n o sin edispho sphate
－ribo s eくcA D P Rlin
m2－ a nd Tn4－tr a n Sf。r m ed c ells． Arro w s sho w the ap plic atio ntim e of c affein eくA， B， C， Dlor cA D P RくE， Fl．
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ブ ラ ス ト く線維芽細胞IB－82 とをセ ソ ダイ ウイ ル ス に よ っ て 細
胞融合 させ て 作 っ た雑種細胞である ． N L 308雑種細胞 の 性質に
つ い て報告 された 初期 の 研究に お い て ， 膜興奮性 に つ い て は す
で に 記載され て い るが 帥 ， 本研究で は こ の よ うな細胞 に さ ら に
A C hレ セ プ タ ー の CD N A をト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し， そ れ ぞ
れ mlb m4 m A C h Rサ ブ タ イ プ を 特異的 に発現 し て い る
N L 308 細胞 を用 い た ．
本研究か ら ， m A C h R遺伝子分類に お ける m2 お よび m4 サ
ブ タ イ プ は I N L 308細胞 に お い て オ シ レ ー シ ョ ン を 伴 っ た
亡Ca2 ＋コi の 上 昇を きた し得 る こ とが 判明 した く図2I． こ の 現象 で
興味深い 点ほ m2Jm4 rnA Ch R が P Tx 一感受性 G T P結合蛋白
















rCa2＋コi 上 昇が 引き起 こ さ れ る と い う点 で ある ． さ らに ， m2ノm4
m A C h R を発現 させ た 細胞に お い て A C hに よ り引き起 こ され




u c ed Ca2 ＋ r ele a se， CI C Rl の 機構に よ り制御 されて い る こ と も
明 らか とな っ た ．
以上 の 知見は ， 本研究 に おけ る次 の 事実に よ り実証 さ れた ．
11 ACh に よ る ECa
2 ＋
lJ二昇 は細胞外 へ の 過剰な E G T A ならび
に
．
Caれ チ ャ ン ネ ル 阻害剤 の 投与 に よ り特に 影響 さ れ な か っ た
く図 51． 21 A C hに よ り 引き起 こ さ れ る FCa2 ＋コi の 上 昇 ほ
B A P T A－ A M で細胞内 Ca2＋ を Om M 近くに キ レ ー テ ィ ン グす
る こ と に よ り 完全 に 抑制 さ れ た く図 51． 3う A C h に よる
tCa
2 ＋
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Fig ．10． Effe cts o王 rya n odin e onA Ch－indu c edrCa
2 ＋
い n c re a s ein m2－ a nd m4－tr a n Sfor m ed cells． Re c ords sho wtCa2＋jiin cre a sein
m2くA， B， Cトa nd m4－くD， Eltr a n sfor m ed N L 308c e11s befor eくB， Dl a nd abo ut 20 min ute s afterくC， 即 addito n of lOOFLM
ryan odin e． W hite he ad arr o w sho w sthe ap plic atio n tim e of rya n odin e a nd bla ck he ad arr o w s sho w the ap plic atio n tim e of
A C h．
ム ス カ リ ン 性受容体刺激に よ る細胞内 Ca2
＋
上昇
理する こ と に よ っ て 完全 に 抑制 され た く囲 81． 4つ工n sり， 4，
51P， 濃度が A C h投与 に よ り上 昇 した ． 51In sく1， 4， 51P3 俳
感受性 Ca
2 ＋
プ ー ル と し て カ フ ェ イ ン ， リ ア リ ジ ン お よ び
cAD P Rに 感受性を持 っ た Ca
2 ＋ プ ー ル が 確認 され て い るが
珊
，
今回カ フ ェ イ ン お よ び cA D P R投与に よ り ． 神経節神経細胞 で
観察 され て い た現象ヂ と類似 した
一 時 的な rCa2 ＋コiの 上 昇が 認め
られた こ とか らく図91， N L 308細胞が CIC Rの シ ス テ ム を所有
する こ とが 明 らか と な っ た ． 6つ 細胞 を リ ア ノ ジ ン に よ り前処
理する こ とに よ り， 基本 と な るrCa
2 ＋1i上 昇に 影響 を与 え る こ と
なく ， rCa
2＋1i オ シ レ ー シ ョ ン の み が消失 した く図川 ．
ア ト ロ ピ ソ 感受性 の 受容体 を介す る こ と に よ り ， A C h が
N L308細胞を過分極する こ とは 以前 よ り報告 されて お り
311
， ま
た ． N L 308細胞の 親細胞と な る線維芽細胞 の 株化細胞で あ る
し細胞 に お い て も A Ch がオシ レ ー シ ョ ン を伴 う持続 した過分
極を引き起 こ す こ とが 報告 され て い る
耶 8，
．
こ れ ら の 細胞 に は
m4 m A C h R が存在す る こ と が知 られ て お り
25 脚 1
， 上記 の 反応
はそ れ が活性化 され る こ と に よ り 生 じ る も の と考 え られ て い
た ． 本研 究 を 開始 す る前 に は ， こ れ ら の 細 胞 に お け る
m A C h Rの サ ブ タ イ プ と膜過分極 と の 関係は ， 膜過 分極ほ mlノ
m3 サ ブ タ イ プに 特異的に み られ る と い う我 々 の グル ー プ が 先
に 報告59， した 事実 と 矛盾 し ， 理 解 し難 い も の で あ っ た が ，
NL 308細胞に お い て は mlJIm3 の み な らず m2J
I
m4 サ ブ タ イ プ
で もrCa2 ＋コi上昇 に 伴 う膜過分極が み られ た こ とく図2いに よ り，
こ の 疑問は 氷解 した ．
m A C h Rを 発現 さ せ た N L 308細胞 に お い て ， mlノm3
m A Ch R刺激 に よる ECa2 ＋1i上 昇 の 発現機構を In sく1， 4，51P3の
生成お よ びそ れに 引き続い て起 こ るrCa
2 ＋
1iの 上 昇に 帰 して考え
る こ とが できそ うで あ る ． なぜ な ら ， ll mlノm3 mA C h R刺激
に よ る イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質の 産生 お よびECa
2＋1iの 上 昇ほ こ れ
まで にも しばしば報告 されて お り27 即I， 2つ ま た実際 N L 308細
胞に お ける ml お よび m3 m A C h R刺激に伴うrCa2
＋
1i上 昇はイ
ノ シ ト ー ル 代謝 と カ ッ プル する こ と が報告 され て い る
25－
． そ し
て N L308細胞に お け る ml お よ び m3 m AC h R刺激 に 伴う
tca2 十Ii上 昇 に み られ る特徴 ほ ， ブ ラ ジ キ ニ ン くbr adykininlが 引
き起 こ すrCa
2 ＋
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た ， 3う 同 じく神経芽細胞腫由来 の N G lO8－15神経芽細胞 と神
経膠腫 との 雑種細胞 に お い て mlノm3 m A C h R を発現させ た 細
胞 に お い て も ， A C h に よっ て ブ ラ ジキ ニ ン に 対す る rCa
2十
1i上
昇と 同様 の 反応 が生 じる こ と が 報告 され て い る
35I
． N GlO8－15
細胞 に．お い て は t 受容体と カ ッ プ リ ン グ したrCa2 十コi上 昇が どの
よ うな G T P結合蛋白質に よ り伝達 され て い るか に つ い て よく
研究さ れ て お り16卜 抑 ， ブ ラ ジ キ ニ ン 受 容体や m A C h Rの ml，
m3 刺激 に よ る tCa2＋li 上 昇 に GJG．． が 関与 して い る こ とが
N Gl O8－15細胞間 や 他の 実験系20Iで 証明され てい る ． ま た t Gノ
G1．が 活性化す る P LC ほ 81
2 帆 ある い ほ 83
61I で ある こ とも証明
さ れ て い る ． N L 308細 胞 に お い て も そ の 構 似性 か ら ，
N Gl O8－15細胞 と同様な ワ ン 脂質代謝が ， 受容体刺激 に引き続
い て 亡Ca2 十1i 上昇 を引き起 こ して い る こ とが 考え られ る ．
興味 ある こ と に ， こ れ ら二 種頬の 神経芽細胞踵由来 の ク ロ ー
ン 間に認め られ る主 だ っ た 相異は ， m2lm4 m A C h R刺激 に 対
して 示 すtCa
2十
コi 上 昇に み られ る ． N L 308細胞 に お い て は ，
m2Jm4 m ACh Rの 刺激に よ りECa2 ＋liの 上 昇が 認め られ た がく図
2 ， 41， N GlO8－15細胞で は ， m2ノrn4 m A C h Rの 刺激に よ りそ
れ に相当す る反応は観察 され な か っ た 珊 ．
N L 308細胞の m2ノm4 m A Ch R刺激に 対す るtCa2 ＋1i上 昇と
mlノm3 m A C h R刺激に 対す るrCa2 十1． 上 昇の 間 に ほ ， い く つ か
の 顕著な相異が認められた ． まず第 一 に ， m2lm4 m A C h R刺激
に よ るtCa2＋1i上 昇は P Tx で 前処理 す る こ と に よ り完全 に 抑制
された の に 対 しく図81， P Tx 処理は mllm3 m A C h R刺激に 対
す るECa2 十1．上 昇に は影響を与えな か っ た く図 81． これ が意味す
る と こ ろ は ， 第 一 に m2Im4 m A C h R とmlJm3 m A Ch R で は
異 な っ た G T P結合蛋白質に よ り制御 され て い ると い うこ とで
ある ． N L 308細胞 に 存在す る G T P結合蛋白質 に つ い て は ， い
ま だ は っ き りと した記述は な い ． しか し N Gl O8－15細胞と の 煩
似性 か ら ， m2ノm4 m A C h R刺激 に よ る情報伝達は G。も しくは
G． に よ り制御 され て い る可能性 が高 い 恥 641． 第 二 に ， m2ノm4
m A C h R活性に伴 い 生成 され る In sく1， 4， 51P3 量は ， mlノm3
m A C h R刺激に よ り生成され る In su， 4， 51P3 量 に 比 べ 少 な
か っ た く図71． さ ら に ， m2ノm4 m A C hR 活性化に 伴 い 生成 され
る 王n sく1， 4， 引 P3 が最大値 に 達す る の に 要す る 時間 は ， mlノ
m3 m AChR 活性化に 伴 い 生成され る In sく1， 4， 51P， が最大値
に 達す る時間 よ り も長か っ た く図 7l． mlノm3 と m2ノm4
m A C h R との 間で は生成 され る In sく1， 4， 51P3の 最大値 お よび
最大値に 達する時間に 相違 がみ られ た が ， そ の 理 由を ク ロ ー ン
細胞 ご と に 発現 してい る受容体の 数の 違い に 求め る よ りも ， 信
号伝達を媒介する G T P結合蛋白質 の 差に よ る情報伝達経路に
求め る方が 考え やす い ． さ らに ， 分子 的 レ ベ ル で の 考察 と し
て ， m2lm4 m A ChR に よ り生 じるtCa2十IJ二昇が ， G T P結合蛋
白質を活性化 し ， それ に 伴 い 放 出 さ れ る G T P結合蛋白質 の
8r サ ブ ユ ニ ッ ト に よ り活性化され る P L C を介す る可 能性が考
え られる85 卜叫 ． p Tx感 受性 の G T P結合蛋白質くGi も しく は
G。1 の PT－サ ブ ユ ニ ッ トが 活性化す るの は P L C－B2
6 岬 も しくは
P L C一郎丁 仰 で ある と い う こ と が実験的に 最近解明 され た ． こ れ
に 対 し ， mlノm3 m A C h R受容体を介す るtCa2 ＋li上昇 は従来通
り ， G T P結合蛋白質くGJG．かの 什 サ ブ 3 － ニ ッ トに よ り制御 き
れ てい る と考え られ る掛川 抑
以上 よ り， N L 308細胞に発現 させ た m2ノm4 m A C h R刺激は
P Tx一感受性 G T P結合蛋白質 くGi も しく は Gil の BT－ サ ブ ユ
ニ
ッ トを活性化 しi そ の 肘－ サ ブ ユ ニ ッ ト は続 い て P LC一 郎 も
486 石
しく ほ P LC－83 の 括 性化 を引き起 こ す と考 え ら れ る ． 活 性
P L C－B2 お よ び P L C－B3 はそ の 後 In sく1， 4， 51P， の 生成 を 導
き ， そ の 結果 と して 仁Ca2 ＋1iが上 昇す る と推論され る ． こ れ に 対
し， mllrn3r nA C h R刺激ほ P Tx一非感受性 G T P結合蛋白質
くGql を活性化 し， 続い て P L C－Bl が活性化 され る こ と に よ り
工n sく1， 4， 引 P3生成が導か れ る と考えられ る ． N L 308細胞に お
ける こ の ような m AC h R以降の 情報伝達経路に 関す る筆者 の
仮説を図11に 示 す ．
細胞内 Ca2＋動員 に つ い て ， 工n sく1， 4． 51P3 依存性の Ca
2 十
放
出磯横 綱 に 加え て ， 工n sり， 4， 引 P3 非依存性 Ca
2＋ 放出も しく
ほ CI C R と呼ばれ て い る別 の タ イ プの Ca
2 ＋放出機構 即 2Jが 知 ら
れて い る ． 植物 ア ル カ ロ イ ドで ある リ ア ノ ジ ン が C工C R に よっ
て 細胞質 Ca
2 ＋
濃度の 上 昇を きたす こ とが ， 従来 の 研究
251で 明 ら
か に され て い る ． rn2ノm4 m A C h Rを 発現 させ た細胞 に お い て
ACh 刺激 に よ り認め られ る tCa2 ＋li オ シ レ ー シ ョ ン ほ リ ア ノ ジ
ソ 処 理 に よ り 消失 し た く図1 01 と い う 所見 か ら ， m2ノm4
m A C h R を発現 させ た N L 308細胞 で認め られ る ECa
2十コi オ シ
レ ー シ ョ ン ほ本来 N L 308細胞 に 備わ っ て い る CIC Rシ ス テ ム
に よ る と こ ろ が 大き い こ と が 示唆 され る ． そ し て ， mlノm3
m A C b R を発現 さ せ た 細胞で は ， オ シ レ ー シ ョ ン が ， 低濃度 の
A C hの み に しか 起 こ らない の ほ I tCa．
2＋li が高 い レ ベ ル で推移
す る こ とに よ り， CIC Rの シ ス テ ム が 脱感作を起 こ して い る こ
と に よ る と推測 され る ．
上 記 の m2ノm4 m A C h R刺激 に よ る tCa2 ＋1i 上 昇 お よ び
rCa2 十1i オ シ レ ー シ ョ ン の 発現機構に つ い て の 仮説 は l こ れ ま で
に 他 の 細胞 で 観察 さ れ た 事実す な わ ち m2ノm4 m A C h R が
P Tx 一感受性の GT P結合蛋白質を介 して イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質
代謝 を微弱 で は ある が刺激 し
1 刷潮 間
， そ の 結果 と して ， 亡Ca
2 十
1i上
昇を引き起 こ す2 抑 と い う事実2 別 に 合致す る ． 筆 者 ら ば
5I
，
m A Ch Rを発現 させ た N L 308雑種細胞で m 2lm 4 m A C h Rに
カ ッ プ ル す る Caヱ十依存性 K
＋
電流 に つ い て報告 して い るが ， 卵
母細胞 に お い て ， m2lm4 m A C h R刺激が引き起 こすtCa2＋lJ二
昇 とtCa
2 ＋
li依存性 C ト電流 が ， mlノm3 m A C h Rに よ り起 こ さ
れ る tCa
2 ＋
1i上 昇 と Ca
2＋依存性 Cl
一
電流と は 一 時間的に も空間
的にも非常 に 異な る こ とを Le chleite rら
22Iは 報告 して い る ． 以
上 ， 本研究 と文献的に 示 した事実か ら ， N L308細胞 で は I mlノ
m3 お よび m2ノm4 m A C h R がそ れぞれ 異な っ た 情報伝達の 経
路 を介 した 上 で ， 同 一 の Ca
2 ＋
を セ カ ン ドメ ッ セ ソ ジ ャ ー と し
て使用する に い た る こ と が判明した ． こ の 結果は 以前筆者 ら
2SI
が 報告 した m A Ch R を発現 させ た N L308雑種細胞 で ml，
m2， m3， m4 m A C h Rに カ ッ プ ル す る Ca2＋依存性 K＋ 電流 の 発
生を完全 に 説明 し得 る ．
本研 究に お い て ， 各 サ ブ タ イ プの m A C h R を N L308細胞
発現 させ る こ と に よ り ， mlJm3 お よび m2ノm4 m A Ch R間で そ
の 細胞内情報伝達 の 経路が異な る こ と を証明 した が ， さらに よ
り詳細な検討を行う こ とに よ り， ml， m3 お よ び m5 m A C h R
間 ， また m2， m4 m ACh R間 で の 相違を 明らか に で きるか も し
れ な い ． 実際， m A Ch R とイノ シ ト ー ル リ ソ 脂質を 橋渡 しす る
P L Cに は ， P L C－Bl， B2．J33の ア イ ソ ザ イ ム
別購1 脚 JlOm lが 報告 さ
れ て い た が ， P L C牒4 の 存在 が最近明 らか に され たヤ ． 今後 ，
P L Cの ア イ ソ ザ イ ム が さらに新 しく同定され る可 能性もあり ，
それらが細胞内で どの ような動態 を示すか は興味深 い こ とで あ
り ， それ らを 明らか に す る こ とで ， m A C h Rの 各 サ ブ タ イ プ の
情報伝達の 経路が よ り 明確 に され る可 能性もある ． 従 っ て ， 図
11に 示す反応経路も今後 の 発展 に よ り修 正 さ れ る 可 能性もあ
る ． ま た ， m A C h Rの 各 サ ブタ イ プ の 作 用 が ， 実際に 生体内で
ど の よ う な 違 い を 有 し て い る の か と い う こ と ， さ ら に
m A C h R が 五種類もの サ ブ タ イ プ を有す る意義等を詳細に 検討
す る こ と が 今後 の 課題と して重要と思わ れ る ．
結 論
mlへ ノ m4 の 各 m A C h Rを N L 308細胞く神経芽細胞腫 と線維
芽細胞歴 と の 雑種細胞う に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し， こ れ ら の
細 胞に お い てrCa2 ＋liを 測定す る こ と に よ り ， m A C h R がもた ら
す情報伝達経路に つ い て 以下の 結果を得た ．
1 ． A C hに よ り ， ml
■ り m4 m A C h R を発現 させ た す べ て の 細
胞で 亡Ca
2＋1iは 上 昇 した が ， tCa
2 十
1i上 昇幅は mlノm3 m A C h Rを
発現 させ た細胞 に 比 し， m2ノm4 m A C h Rを 発現 させ た 細胞で
はか な り小 さか っ た ．
2 ． m2Jm4 m A C h Rに よ っ て 引き起 こ された tCa
2 ＋
liの 上昇
に ほ試み た どの 濃度わ A C h に よっ ても オ シ レ ー シ ョ ン を伴 っ
た ．
3 ． mllm3 m A Ch R ほP Tx一 非感受性 G T P結合蛋白質 に
よ っ て ， m2ノm4 m A Ch Rは P Tx一 感受性 G T P結合蛋白質に
よ っ て制御 され て い る こ とが 判明 した ．
4 ． カ フ ェ イ ン ， リ ア ノ ジ ン お よび cA D P R に よ り P Tx一 非
感受性の 仁Ca2 ＋1J二昇 がみ られ た こ とか ら ， In sく1， 4， 引 P3－非依
存性の Ca2
＋
放出機構 が N L 308細胞に 存在す る こ と が 判明 し
た ．
5 ． リア ノ ジ ン 処理 に よ りrCa
2 十コiオ シ レ ー シ ョ ン が 消失 した
こ とか ら ， オ シ レ ー シ ョ ン を生ず る機構に C工C R が含 まれ て い
る こ とが 判明 した ．
6 ． N L 308細胞 に お い て ほ mlノm3 m A Ch R とm2ノm4
m A C h R と で は異 な る情報伝達経路を介 して セ カ ン ドメ ッ セ ン
ジ ャ ー で ある Ca
2 ＋
を動員す る こ と が示 唆 され た ．
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Therespon ses oftr anSfbr m ed NL308c e11s w ere studiedto an S W erqu eSdons a sto the origin of Ca
2 ＋forthetCa2＋コi
increase and the os cillatory n atur ein o utw ard c urrent． M uscarinic ac etylcholin e rec eptorくm ACh RIs ubtypeくml 句 m41－
SpC Ci丘c cD N Asw eretr an Sftctedinto N L308n e ur oblasto m a x魚broblasthybrid cells， and clon es expressing each ofthe
individual mA C h Rs ubtypesml， m2， m3and m4 w ere obtained． Intrace11ularfre eCa
2＋
c o n c e n tr atio nくrCa
2＋
liJw ere m e asured
in NL308c e11s e xpressing each oftheindividualmACh Rsubty pes ml， m2， m3 and m4． Applicatio n ofAChpr oduc ed the
imi tialoutw ard K＋ c u 汀e nt andECa2liincreasein a11fourtypeS OfNL308c ells． T be incre asedECa
2lile vels w ere signific antly
higherin ml－ and m3－tr an Sfor m ed ce1s thanthosein m2－ and m4 －tr an Sfbrm edce11s． M o st of m2－ and m4－tr an Sfb rm edc e11s
Sho w ed sin us oid aloscilladon sby AC hstim uladon ate ach c on ce ntratio n tested． ACh－indu cedtCaユIi W a S C OmPletely
abolished inc ellsby tre abn entwithanintra cellular Ca
2＋






acidくBAF rAI． Byre m ovalofe xtrace11ularCa




acidtE GTAlin the record ing m ediu m， the A Ch血duc edtCa
加1iin creasewasinhibitedatthelateECa2li phasebu t n otat the
initialtCa2＋コiphas ein ml－ and m3－tr a n Sfbrm ed c ells． T heECa
2li increase w asinhibited by20 b 30 ％， and slowed the
触quen cy ofsinu soidal osci11atio nsin m2－ and m4－tr an Sfor m edc ells． T hese resist antChar aCteristics suggest oscillatio ns ar e
intracellularin origin． F brther m ore， Ca
2＋
chanelblQCkers， mi飴dipin e， LaCl， and NiCL之 did n ot sigmi丘cantly in hibitECa
21i
in cr easein m2－tranSfbrm ed cells． The ACh－indu cedtCa
2
1i a nd in ositol l，4，5一 雨sphosphate for m atio ns w ere c o mpletely
S11PPreSSed by pretr eatm ent wi th10nglml Pertussi toxinくF 叫 fbr12hoursinm2－ and m4－tr e atedc ells， butn otin ml－ and
m3－tre atedc ells． In m2－ and m4－tr anSfor m ed c ells， e X tr a C ellular aPplicatio n of c a蝕in e and ryan Odin e orintr ace11ular
applicadon ofcyclic aden osinediphosphateくA D Pl－ ribo seprodu cedECa
2 ＋liin cre as e． netr eatm ent with P Tx did n ot s upress
theEC 折1．in cre ase evbkdbye xtracelular applic adon ofc a蝕in ein m2－ and m4－tr an Sfbr m edc ells． TherCa
2liincrease w as
n ot obse rv ed in ryan odin e－tr e ated m2－tr an Sfbrmed c e11s． These resultsindicatethatdifftrent mACh Rs uti1ize Ca
2 ＋
as a
C O m m O n S e C O nd m essengerthoughalo ngdistinctintra c ellular Sign alpathw aysbetw e en mlh13 and m2hn4．
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